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Referat: 
Die Photodynamische Therapie (PDT) hat sich zunehmend als vielversprechende Methode 
zur Behandlung von verschiedenen malignen Neubildungen gezeigt. Die photodynamische 
Zerstörung der Tumore wird erreicht indem zunächst ein Photosensibilisator entweder lokal 
oder systemisch appliziert wird und im Anschluss an eine gewisse Inkubationszeit die 
Tumormasse mittels einer Lichtquelle mit einer spezifischen Wellenlänge durchleuchtet wird. 
Aufgrund der bevorzugten Anreicherung des Photosensibilisators in Tumorzellen, erlaubt 
diese Methode eine selektive Abtötung des malignen Tumors, während das umliegende 
Gewebe weitestgehend verschont wird. Diese Eigenschaften und Anforderungen machen die 
PDT, insbesondere in den Fällen, wo die chirurgische Enukleation als kurative Option 
erwogen wird, zu einer attraktiven Therapieoption in der Behandlung von Retinoblastomen 
(Rb). Die extreme Methode der Enukleation wird noch immer angewendet, wenn die 
Tumoren nicht ausreichend chemosensibel sind, oder wenn sich die Erkrankung aufgrund von 
unzureichendem Zugang zu medizinischer Versorgung bereits in einem fortgeschrittenen 
Stadium befindet. In dieser Studie haben wir zunächst In-Vitro-Untersuchungen mit dem 
neuen kationischen wasserlöslichen Photosensibilisator Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat 
(THPTS) bezüglich seiner photodynamischen Wirkung auf WERI Rb-1 und Y79-
Retinoblastomzellen durchgeführt. Dabei konnten wir zeigen, dass weder die Inkubation mit 
THPTS ohne anschließende Beleuchtung, noch die alleinige Beleuchtung zu einem 
signifikanten Effekt auf die Proliferation der Rb-Zellen führte. Die Kombination von THPTS 
mit anschließender Beleuchtung hingegen führte zu einem maximal zytotoxischen Effekt in 
den Tumorzellen. Darüber hinaus war die Phototoxizität in normalen Primärzellen des 
Pigmentepithels der Retina geringer, wodurch ein erhöhter phototoxischer Effekt von THPTS 
in Krebszellen gegenüber diesem normalen Zelltyp der Retina gezeigt werden konnte. Die 
vorliegenden Ergebnisse bilden eine ermutigende Grundlage für weiterführende in-vivo-
Untersuchungen zum therapeutischen Potential dieses vielversprechenden 
Photosensibilisators mit der Aussicht auf eine potentiell kurative Therapie des Retinoblastoms 





Das Retinoblastom (Rb) ist der mit Abstand häufigste maligne Tumor des Auges im 
Kindesalter. Seine Inzidenz ist in erster Linie abhängig vom Entwicklungsstand des 
Herkunftslandes (Canturk S et al., 2010) und beträgt ein Fall pro 18.000 bis 30.000 
Lebendgeburten (Aerts et al., 2006). In Deutschland geht man von circa einem Fall je 20.000 
Lebendgeburten aus, was einer Neuerkrankungsrate von ca. 60 Fällen pro Jahr entspricht 
(Robert-Koch-Institut, 2009).  
 
Hintergrund und Bedeutung 
Die erste dokumentierte  Beschreibung eines Retinoblastoms findet sich in einem 1597 
verfassten Obduktionsbericht des Anatoms Pieter Pauws. Darin beschreibt er bei einem 3-
jährigen Jungen einen gewaltigen Tumor des linken Auges, welcher innerhalb von einigen 
Monaten eine Größe von zwei Fäusten erreichte und darüber hinaus einen zweiten Tumor im 
Bereich des linken M. temporalis, welcher sich wenige Wochen vor dem Tod gebildet hatte 
(Kivelä T et al., 2003).  1805 wurde dann durch William Hey eine den kindlichen Augapfel 
befallende pilzartige Wucherung beschrieben, welche das Innere des Auges  zunehmend 
zerstörte und er prägte dafür den Begriff „Fungus haematodes“ (Hey W, 1814).  
 
Der schottische Chirurg James Wardrop fasste 1809 die bisherigen Erkenntnisse und seine 
eigenen makroskopischen Beobachtungen aus 17 Fällen zusammen und schlussfolgerte, dass 
die Mehrzahl dieser Art von Tumoren von der Netzhaut ausging und sich entlang des 
Sehnervs ausbreitet (Wardrop J, 1809). Der Beweis für die Netzhaut als Ausgangsgewebe der 
Tumoren gelingt schließlich den Parisern Langenbech, Robin und Nystin mit ihren 
mikroskopischen Studien im Jahr 1836. Rudolf Virchow bezeichnete 1864 den Tumor als 
Glioma retinae und stützte somit die These, dass es sich hierbei um eine vom Gliagewebe 
ausgehende Neoplasie handelt (Virchow R, 1864). Drei Jahre darauf erkennt der Augenarzt 
und damalige Direktor der ophthalmologischen Abteilung an der Berliner Charité Albrecht 
Abb. 1: Wardrops Illustration eines fortgeschrittenen Retinoblastoms, 
das bereits aus der Augenhöhle herauswächst. (Wardrop J, 1809) 
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von Graefe die starke erbliche Komponente der Erkrankung (Graefe, 1868). Der US-
amerikanische Pathologe Simon Flexner beschrieb 1891 erstmals die von ihm als 
Retinoepithelioma bezeichneten markanten Zellformationen in histologischen Schnitten des 
Tumors. Diese Beobachtungen wurden kurz darauf von dem Wiener Augenarzt Hugo 
Wintersteiner bestätigt und zählen noch heute als Flexner-Wintersteiner-Rosetten zu den 
wichtigen Merkmalen in der histopathologischen Diagnostik des Retinoblastoms. Darüber 
hinaus erkennen die beiden Wissenschaftler die Ähnlichkeit mit Stäbchen und Zapfen und 
damit den engen Bezug zur Photorezeptorschicht der Netzhaut (Flexner S, 1891; 
Wintersteiner H, 1897). 
Die Bezeichnung  „Retinoblastom“ geht zurück auf Verhoeff, der 1926 die undifferenzierten 
Retinoblasten als eigentliche Vorläuferzellen des malignen Tumors erkennt (Verhoeff FH et 
al., 1926). 1971 ist das Retinoblastom der Modelltumor für die von Alfred G. Knudson Jr. 
entwickelte „Two-Hit“-Hypothese zur malignen Entartung, welche auf seinen  
Beobachtungen an 48 Rb-Fällen basiert. Diese besagt, dass es einer Schädigung beider Allele 
eines Tumorsuppressorgens (hier des RB1-Gens) bedarf bevor es zur Entstehung von 
malignem Gewebe kommt (Knudson Jr, 1971). 
 
Pathophysiologie 
Im Allgemeinen unterscheidet man beim Retinoblastom eine erbliche (40% der Fälle) und 
eine nicht-erbliche (60 % der Fälle) Form der Erkrankung. Zur Krankheitsentstehung müssen 
zwangsläufig beide Allele für das Tumorsuppressorgen RB1 durch Mutationen oder 
Deletionen geschädigt sein. Entsprechend der „Two-Hit“ – Hypothese von Knudson ist bei 
der erblichen Form bereits ein Allel in der Keimbahn mutiert. Bemerkenswerter Weise kommt 
es bei fast allen der rezessiven Merkmalsträger innerhalb der ersten fünf Lebensjahre in den 
Vorläuferzellen der Netzhaut dann zur Mutation des zweiten Allels, welche letztendlich die 
Tumorentstehung auslöst. Die hohe Rate an Neumutationen ist auch verantwortlich dafür, 
dass bei der erblichen Form das Rb in den meisten Fällen bilateral auftritt. Unilateral Rb 
machen ca. 60% der Fälle aus und sind überwiegend auf die nicht-erbliche Form des Rb 
zurückzuführen, bei der beide Allele einer Zelle in Form von Neumutationen geschädigt 
werden müssen. Im Zusammenhang mit dem erblichen Rb wird in seltenen Fällen das 
sogenannte trilaterale Retinoblastom gesehen, bei dem neben dem beidseitigen intraokularen 
Befall zusätzlich ein primärer Hirntumor auftritt, welcher histologisch starke Ähnlichkeit mit 
einem Retinoblastom zeigt. „Erblich“ bedeutet in diesem Fall allerdings nicht zwingend, dass 
sich in der Familienanamnese vermehrt Fälle von Retinoblastomen finden. Vielmehr handelt 
es sich überwiegend um eine Neumutation des ersten Allels in den Keimzellen, welche aber 
zu 50% an die Nachkommen der Erkrankten weitergegeben werden können und somit dann 
potenziell vererbbar ist (Corson, Gallie, 2007). 
Das RB1-Gen selber liegt auf Chromosom 13 und codiert ein 110kDa großes Kernprotein 
pRb, welches eine wichtige Rolle in der Tumorkontrolle spielt (Goodrich DW, 2006) indem 
es für einen bedeutenden G1-Checkpoint verantwortlich ist, welcher über die Inaktivierung 
des E2F-Transkripzionsfaktors den Eintritt in die S-Phase blockiert (Giacinti C, 2006). Fehlt 
pRb kommt es infolge zu Störungen in der Zelldifferenzierung, unkontrolliertem Zellzyklus 
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oder Apoptose (Chakravarti, 2003). Es ist zu bemerken, dass sich die Zelluläre Reaktion in 
den unterschiedlichen Körpergeweben stark unterscheidet. In vielen Geweben kommt es 
vornehmlich zur Apoptose, und auch im zentralen Nervensystem der Maus kommt es in erster 
Linie zu eingeschränktem Zellwachstum. Der Mensch ist das bisher einzige bekannte 
Lebewesen, bei dem sich auf natürlichem Wege Retinoblastome bilden (Corson, Gallie, 
2007). 
 
Diagnostik und Symptome 
Da sich die Tumore nur aus unreifen Vorläuferzellen entwickeln können, bilden sich nahezu 
alle Retinoblastome vor dem fünften Lebensjahr. Über 90% der Retinoblastome werden sogar 
vor dem dritten Lebensjahr diagnostiziert. Die überwiegende Mehrzahl der Retinoblastome 
sind Zufallsbefunde (Melamud et al., 2006). 
Sie fallen in erster Linie auf Blitzlichtfotos der betroffenen Kinder oder bei 
Augenuntersuchungen durch einen oft einseitigen weißen Pupillenreflex (Leukokorie) auf, 
welcher entsteht, wenn der weißliche Tumor die normalerweise rot reflektierende Netzhaut 
überdeckt. Weitere mögliche unspezifische Hinweise sind Strabismus, Visusverlust (dieser 
fällt bei einseitigem Befall oft erst deutlich später auf), Augenrötung, unregelmäßige 
Pigmentierung der Iris, Blutungen der forderen Augenkammer, Anisokorie, Augenschmerzen 
oder ein einseitiger Exophthalmus (Abramson, 1998). 
Abb. 3: Kind mit Leukokorie aufgrund eines Retinoblastoms. 
(Morley-Smith J) 
Abb. 2: Fundus eines Auges mit Retinoblastom. (Aerts et al., 2006) 
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Patienten mit Verdacht auf ein Retinoblastom sollten zunächst eine beidseitige 
Ophthalmoskopie bei maximal dilatierter Pupille erhalten. Dabei lässt sich in aller Regel der 
Tumor klar von einem benignen Geschehen abgrenzen, sodass es zur Diagnosestellung meist 
keiner weiteren Untersuchung bedarf. Um die extra- und intrakranielle Ausdehnung der 
Erkrankung zu erfassen, wird jedoch meist zusätzlich eine Bildgebung des Schädels mittels 
Kernspinntomographie oder Computertomographie durchgeführt (Khurana et al., 2013). 
Weitere spezielle Zusatzuntersuchungen werden in Einzelfällen durchgeführt. 
 
Klassifizierung 
Um die am besten geeignete Therapie auszuwählen ist es notwendig zunächst den genauen 
Umfang der Erkrankung zu ermitteln. Entscheidend ist dabei vor allem, ob der Tumor 
einseitig oder beidseitig auftritt und ob er auf das Auge (bzw. die Augen) begrenzt ist, oder ob 
er auch umliegende Strukturen mit befallen hat. Man unterscheidet demnach für beide Augen 
getrennt ein rein intraokulares Stadium von einem extraokularen Stadium. 
Tab. 1: Ausbreitungsstadien beim intraokularen Retinoblastom nach der International Classification of 
Retinoblastoma (ICRB) (Shields CL et al., 2006) 
Krankheitsstadien Definition 
Stadium A 
kleine Tumoren bis 3 mm Durchmesser; ausreichend entfernt von 
zentralen Strukturen wie der Sehgrube (Ort des schärfsten Sehens) 
und der Sehnervenpapille (Austrittsstelle des Sehnervs aus dem Aug-
apfel) 
Stadium B 
alle auf die Netzhaut beschränkten Tumoren über 3 mm Größe, ohne 
Glaskörperaussaat 
vom Tumorrand ausgehend höchstens 3 mm Netzhautablösung 
(durch tumorbedingte Flüssigkeitsansammlung unterhalb der Netz-
haut ) 
Stadium C 
Abgrenzbare umschriebene Tumoren mit minimaler Aussaat (unter-
halb Netzhaut und/oder Richtung Glaskörper) 
Stadium D 
große, nicht abgrenzbare Tumoren mit diffuser Ausbreitung, Aussaat 
unterhalb der Netzhaut und/oder in den Glaskörper (mehr als 3 mm 
Durchmesser), teilweise oder vollständige Netzhautablösung 
Stadium E 
massive Tumoren, die über 50 % des Augapfels ausfüllen und/oder 
krankheitsbedingtes Sekundärglaukom (grüner Start), Kontakt zur 
Linse, Blutung, Augapfelschrumpfung etc. 
 
Das intraokulare Retinoblastom wird dann weiter anhand der ABC-Klassifikation (ICRB - 
international classification of Retinoblastoma) eingeteilt. Dabei werden vor allem die Größe 
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und Lage des Tumors sowie das Ausmaß einer eventuellen Glaskörperaussaht berücksichtigt. 
Extraokulare Retinoblastome werden entsprechend ihrer Ausdehnung entlang des Sehnervs 
oder in der Augenhöhle, sowie dem Vorhandensein von Fernmetastasen oder einer 
Meningeosis in unterschiedliche Risikogruppen eingeteilt um die Notwendigkeit einer 
Enukleation oder einer systemischen Therapie festzustellen (Shields CL et al., 2006). 
 
Therapie und Prognose 
Die Therapiekonzepte sind in erster Priorität darauf ausgelegt eine maximale Überlebensrate 
zu sichern, sodass der Erhalt des Auges oder des Visus ein nachrangiges Kriterium darstellt. 
Das bedeutet, dass vor allem bei einseitigem Befall häufig eine Enukleation (Entfernung des 
gesamten Auges) angestrebt wird um den Tumor sicher zu entfernen. Handelt es sich hierbei 
um die nichterbliche Form eines intraokularen Retinoblastoms, ist nach erfolgreicher 
Operation von einer kompletten Heilung auszugehen. Insbesondere bei beidseitigem 
Retinoblastom, wird aber oft eine individuell angepasste Kombination verschiedener 
Therapiemöglichkeiten angewendet, um ein Maximum an Visuserhalt bei gleichzeitig 
optimaler Tumorkontrolle zu erreichen. Neben der Enukleation (meist des stärker betroffenen 
Auges), kommen dabei zurzeit vor allem die perkutane Strahlentherapie und systemische oder 
intravitreale Chemotherapie zum Einsatz. Vor allem bei kleineren Befunden kommen aber 
auch lokale Therapieverfahren wie die Laserkoagulation, oder einer Brachytherapie zum 
Einsatz (Chintagumpala et al., 2007). Besonders in weniger entwickelten Ländern ist jedoch, 
vor allem aufgrund der sonst sehr hohen Therapiekosten und der oft unzureichenden 
onkologischen Nachsorge, die Enukleation noch immer das vorherrschende und oft alleinige 
therapeutische Verfahren. Diese deutlichen Unterschiede in der medizinischen Versorgung 
spiegeln sich unter anderem auch in den deutlich unterschiedlichen Überlebensraten wieder. 
Während die Prognose bei unbehandelten Patienten im Allgemeinen binnen zwei Jahren 
infaust ist, werden in Ländern mit guter medizinischer Versorgung mittlerweile Heilungsraten 
von über 95% erzielt. In Entwicklungsländern liegen die Überlebensraten jedoch lediglich 
zwischen 70% und 25% (Canturk et al., 2010). Dadurch wird die Notwendigkeit deutlich, die 
Entwicklung von effektiven und kostengünstigen Behandlungsmethoden mit niedrigen 
infrastrukturellen Anforderungen weiter voranzutreiben.  
Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile einiger der aktuellen Behandlungsverfahren 
kurz vorgestellt. 
Enukleation 
Die Entfernung des kompletten Augapfels (Enukleation) stellt vor allem bei einseitigem 
Befall häufig noch immer die Methode der Wahl dar, da sie im Bezug auf krankheitsfreies 
Überleben und Nebenwirkungen die günstigsten Ergebnisse liefert. Bei den nicht selten 
fortgeschrittenen einseitigen Retinoblastomen ist es häufig schon bei Diagnosestellung zu 
einem weitreichenden Visusverlust auf dem betroffenen Auge gekommen, sodass die Frage 
nach dem Visuserhalt in diesen Fällen eine eher untergeordnete Rolle spielt. Kosmetisch 
lassen sich mit Hilfe der heute sehr weit entwickelten Epithesen meist sehr gute Ergebnisse 
erzielen. In Fällen mit noch relevantem Restvisus und insbesondere bei beidseitigem Befall, 
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wird jedoch versucht die Enukleation zu vermeiden um nach sorgfältiger Risikoabwägung ein 
Maximum an Sehkraft zu erhalten (Shields CL et al., 2010). 
Perkutane Radiotherapie 
Da es sich beim Retinoblastom um einen sehr strahlensensiblen Tumor handelt, entwickelte 
sich die perkutane Radiotherapie zunächst zu einer wichtigen Säule in der 
Retinoblastomtherapie. Sie kommt in visuserhaltenden Therapiekonzepten, sowie bei lokal 
fortgeschrittenen Tumoren vor allem in Kombination mit Chemotherapie, aber auch als 
definitive Radiotherapie zum Einsatz. Die lokale Tumorkontrolle unter perkutaner 
Radiotherapie ist gut. Allerdings können die strahlenspezifischen Langzeitfolgen (z.B. 
Trockenheit der Augen, Wachstumsstörung des Gesichtsschädels, Katarakt) die 
Lebensqualität der Patienten negativ beeinflussen oder weitere therapeutische Eingriffe 
notwendig machen. Darüber hinaus haben Langzeitdaten mittlerweile gezeigt, dass das Risiko 
für Zweitmalignome (hauptsächlich Osteosarkome, Weichteilsarkome und Melanome) nach 
perkutaner Radiotherapie signifikant erhöht ist, sodass der Stellenwert dieser Therapieoption 
stark zurückgegangen ist (Shields JA et al., 2008; Roarty 1988). 
Brachytherapie 
Als weitere Form der Strahlentherapie kommt die Brachytherapie in Betracht. Hierbei wird 
mittels operativ eingesetzter lokaler Strahlenträgern versucht die ionisierende Strahlung 
hochdosiert, aber räumlich sehr begrenzt im Tumor zu applizieren und dabei aber das 
umliegende Gewebe weitestgehend zu schonen. Zur Entfernung der Applikatoren ist nach 
Abschluss der Therapie eine weitere Operation in Vollnarkose notwendig (Abouzeid, 2008). 
Die Ansprechraten der Tumoren sind gut, jedoch bringt die hohe Strahlendosis in 
Abhängigkeit von der Größe und Lage des Tumors zum Teil erhebliche Komplikationen mit 
sich. Dazu zählen vor allem Linsentrübungen, Sehnervenschädigung, Blutungen sowie 
Schädigungen der Netzhaut, welche selbst auch bis zur Erblindung des betroffenen Auges 
führen können (Schueler et al., 2006; Shields CL et al., 1993). 
Intravenöse Chemotherapie 
Nachdem die systemische Chemotherapie zunächst auf metastasierte oder lokal 
fortgeschrittene Tumorstadien begrenzt war, stellt sie heute neben der Enukleation die 
wichtigste Therapieoption dar. Da die alleinige Chemotherapie als kuratives Verfahren 
bezüglich der Tumorkontrolle unzureichende Ergebnisse liefert, wird sie häufig als Teil eines 
kombinierten Therapiekonzeptes angewendet. Aufgrund der häufigen Rezidive werden lokal 
meist adjuvante Verfahren wie Laserkoagulation oder Brachytherapie eingesetzt (Shields CL 
et al., 2004; Menon et al. 2007).  
Intraarterielle Chemotherapie 
Um die systemischen Nebenwirkungen einer intravenösen Chemotherapie zu vermeiden und 
dennoch möglichst effektive Konzentrationen der Chemotherapeutika im Tumorgebiet zu 
erzielen wird bei der intraarteriellen Chemotherapie das Zytostatikum mittels Katheter über 
eine Schleuse in zum Beispiel der Arteria femoralis gezielt in die jeweilige Arteria 
ophthalmica appliziert. Dadurch wird die systemische Toxizität stark reduziert und ein sehr 
gutes Ansprechen des Tumors erzielt. Allerdings führt die im gesamten Versorgungsgebiet 
der Arteria ophthalmica sehr hohe Wirkstoffkonzentration zu lokalen Nebenwirkungen. Diese 
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reichen von leichteren Komplikationen wie Hyperämie der Gesichtshaut, Verlust der 
Augenbrauen oder Lidödemen bis hin zur schwerwiegenden avaskulären Retinopathie, 
welche ihrerseits bis zur Erblindung führen kann. Darüber hinaus kommt es im Anschluss an 
die Katheterbehandlung im Bereich der Punktionsstelle in einigen Fällen zu einem Verschluss 
der Arteria femoralis (Greenberg et al., 2014, Shields CL et al., 2011).  
Laser-gestützte Verfahren 
zu den Lasergestützten Verfahren zählt zum Einen die Laserkoagulation, bei der das 
Tumorgewebe durch die thermische Wirkung des Lasers denaturiert wird und zum Anderen 
die Hyperthermie in Verbindung mit intravenöser Chemotherapie. Bei letzterem Verfahren 
wird zunächst intravenös Carboplatin verabreicht und anschließend das maligne Gewebe 
mittels Laser lediglich erwärmt. Dadurch wird die Wirksamkeit des Zytostatikums im Bereich 
des Tumors soweit erhöht, dass eine komplette Tumorzerstörung möglich wird (Schueler et 
al., 2003). Die Laserkoagulation ist lediglich kleinen Tumoren vorbehalten, da bei größeren 
Tumoren der thermische Schaden an umliegenden Strukturen und vor allem an der Netzhaut 
zu groß wird (Suzuki et al., 2004; Shields CL et al., 1994).  
Photodynamische Therapie 
Aufgrund der besonderen Anatomie des Auges und insbesondere der Lichtdurchlässigkeit des 
dioptischen Apparats eignen sich Tumore der Netzhaut hervorragend für eine 
Photodynamische Therapie. Bei Verwendung eines optimalen Photosensibilisators erscheint 
eine minimalinvasive, maximal visuserhaltende Therapie mit sehr geringen Nebenwirkungen 
möglich. 
Mechanismus 
Abb. 4: Schematische Darstellung einer Photodynamischen Therapie 
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Im Grunde ähnelt die Photodynamische Therapie in ihrem Aufbau der Hyperthermie nach 
intravenöser Chemotherapie. Ein entscheidender Unterschied ist jedoch, dass anstelle eines 
per se zytotoxischen Medikaments ein Photosensibilisator verabreicht wird, welcher in seiner 
inaktiven Form in therapeutischer Dosierung keine Toxizität aufweist. Erst nachdem sich der 
Wirkstoff in ausreichender Konzentration im Tumorgewebe angereichert hat, wird dieser 
mittels eines Lasers mit der spezifischen Aktivierungswellenlänge bestrahlt und somit in seine 
aktive Form überführt.  Der aktivierte Photosensibilisator ist sehr kurzlebig und verursacht 
ausschließlich im bestrahlten Gebiet (Tumor) die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 
(ROS) und Singulett-Sauerstoff, welche in Folge die Tumorzellen durch die Induktion von 
Apoptose und Nekrose zerstören. Es konnte gezeigt werden, dass es zu bestimmten 
Zeitpunkten zu erheblichen Konzentrationsunterschieden des Photosensibilisators zwischen 
Tumorgewebe und Normalgewebe kommt. Die selektive Zerstörung der malignen Zellen 
ergibt sich demnach nicht nur aus der sehr fokalen Aktivierung, sondern auch durch 
spezifische Anreicherung des Wirkstoffes in den Tumorzellen (Henderson et al., 1992; 
Schastak et al., 2005). Die eingestrahlte Laserleistung ist bei hocheffektiven 
Photosensibilisatoren dabei so gering, dass es zu keiner relevanten thermischen Wirkung 
kommt (Castano et al., 2006). Dadurch ist es theoretisch möglich, dass eine 
Retinoblastomzelle in direkter Nachbarschaft zu einer gesunden Netzhautzelle zerstört wird 
ohne dass die gesunde Zelle einen Schaden nimmt. 
Eigenschaften von Photosensibilisatoren 
Bei der Suche nach geeigneten Verbindungen für eine effektive Photodynamische Therapie 
kommt es auf mehrere Parameter an. Zunächst ist es natürlich wichtig, dass die Toxizität im 
gesunden Gewebe so gering wie möglich ist. Bei photodynamisch wirksamen Medikamenten 
ist hier vor allem die Dunkeltoxizität relevant, da die Wirkstoffe gezielt im 
Behandlungsgebiet aktiviert werden können. Da die meisten Photosensibilisatoren auch durch 
sichtbares Licht aktiviert werden können, spielt vor allem im Hinblick auf eine mögliche 
Schädigung der Haut eine rasche Clearance nach der Therapie eine wichtige Rolle für die 
Verträglichkeit. Um eine möglichst hohe Effektivität im Zielgewebe zu erzielen, sollte der 
Photosensibilisator ein Absorbtionsmaximum zwischen 650 nm und 800 nm besitzen. Durch 
die Aktivierung im nahen infraroten (NIR) Spektralbereich wird die Abschwächung des 
Aktivierungslichts durch das Gewebe verringert und somit eine höhere Therapietiefe erreicht. 
Während im UV-Bereich die Therapietiefe auf 1-2 mm begrenzt ist, sind im NIR-Bereich 
Therapietiefen von deutlich über 10 mm möglich (Atilgan et al., 2006). In diesem 
Zusammenhang spielt aber auch die Quantenausbeute des Pharmakons eine entscheidende 
Rolle. Eine hohe Quantenausbeute stellt sicher, dass selbst bei geringer Einstrahlung von 
Lichtquanten noch eine große Ausbeute an ROS und Singulett-Sauerstoff erzielt wird. 
Darüber hinaus verhindert eine hohe Quantenausbeute, dass es durch die sonst zu hohe 
Energieeinstrahlung zu thermischen Schäden im benachbarten gesunden Gewebe kommt. Für 
die Löslichkeit des Photosensibilisators, aber auch für die möglichst selektive Anreicherung 
des Wirkstoffs im malignen Gewebe kommt ferner auch seiner Ladung eine große Bedeutung 
zu (Detty et al., 2004; Neuhaus et al., 2013). Nicht zuletzt ist es aber auch für zahlreiche 
Anwendungsgebiete von großem Interesse, auf welchem Wege die durchgeführte 
Photodynamische Therapie zum Zelltod führt. Vor allem auch bei intrakraniellen Tumoren 
sind nekroseinduzierende Wirkmechanismen ungeeignet, da die damit einhergehende 
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Entzündungsreaktion und Ödembildung zum Hirndruckanstieg führt. In diesen und anderen 
Fällen ist es günstig, wenn die Tumoren durch die Induktion von Apoptose zerstört werden. 
Hierfür hängt es vor allem auch davon ab an welcher Stelle die Photosensibilisatoren auf 
subzellulärer Ebene ihre Wirkung entfalten (Oleinick et al., 2002; Inoue et al., 2007). 
THPTS-PDT 
Eine vielversprechende Verbindung ist der zurzeit noch in präklinischer Testung befindliche 
Photosensibilisator THPTS. Er ist den bisher klinisch eingesetzten PDT-Wirkstoffen in den 
meisten angesprochenen Punkten zum Teil deutlich überlegen. Mit seinem 
Absorptionsmaximum von 760nm liegt er in einem optimalen Bereich und ermöglich auch 
dank seiner sehr hohen Quantenausbeute von Singulett-Sauerstoff deutlich größere 
Therapietiefen. Das Anreicherungsverhältnis Tumor/Normalgewebe beträgt bis zu 50:1  und 
innerhalb von 24h ist THPTS fast vollständig wieder über die Nieren ausgeschieden. Darüber 
hinaus besitzt es dank seiner vierfach positiven Molekülladung eine gute Wasserlöslichkeit 
und ist chemisch äußerst stabil (Schastak et al., 2005). 
 
Fragestellung 
Um zu prüfen, ob es sich bei der THPTS-PDT tatsächlich um eine erfolgversprechende 
Therapieoption in der Behandlung von Retinoblastomen handelt, werden in der vorliegenden 
Arbeit zunächst in-vitro sowohl ihre Wirksamkeit als auch ihre Dunkeltoxizität anhand von 
Retinoblastomzelllinien (Y79-Zellen, WERI-RB1-Zellen) überprüft. 
In einem weiteren Schritt wird darüber hinaus die Therapieverträglichkeit anhand von ex-
vivo-Zellkulturen gesunder Pigmentepithelzellen der menschlichen Retina (hRPE) untersucht. 
Im Rahmen dieser Versuchsreihen soll außerdem die Clearance von THPTS aus den Zellen 
analysiert werden um Rückschlüsse auf die Pharmakokinetik ziehen zu können. 
Der zweite Abschnitt der Arbeit widmet sich der Frage nach der Art des Zelltodes. Mittels 
Real-Time-PCR sollen dazu die Expressionsmuster verschiedener Gene mit und ohne 
Behandlung mit THPTS-PDT verglichen werden. Dadurch sollen wichtige Hinweise darüber 
erarbeitet werden, inwieweit es sich bei der Abtötung der Tumorzellen um apoptotische 
Prozesse handelt. 
Abb. 5: Strukturformel von Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat-Moleküls (Schastak et al., 2005) 
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Im dritten Abschnitt werden dann mittels Fluoreszenzimmunzytochemie und Live-Imaging 
sowohl die subzelluläre Lokalisation von THPTS, als auch morphologische Veränderungen 
der Zellen analysiert. Zum Einen ergeben sich damit weitere wichtige Hinweise auf das 
Ausmaß der Apoptose und zum Anderen ermöglichen die Ergebnisse der subzellulären 
Anreicherung erste Schlussfolgerungen hinsichtlich der Erforschung der Zielstrukturen einer 
THPTS-PDT auf Zellebene. 
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Abstract
Photodynamic therapy (PDT) has shown to be a promising technique to treat various forms of malignant neoplasia. The
photodynamic eradication of the tumor cells is achieved by applying a photosensitizer either locally or systemically and
following local activation through irradiation of the tumor mass with light of a specific wavelength after a certain time of
incubation. Due to preferential accumulation of the photosensitizer in tumor cells, this procedure allows a selective
inactivation of the malignant tumor while sparing the surrounding tissue to the greatest extent. These features and
requirements make the PDT an attractive therapeutic option for the treatment of retinoblastoma, especially when surgical
enucleation is a curative option. This extreme solution is still in use in case of tumours that are resistant to conventional
chemotherapy or handled too late due to poor access to medical care in less advanced country. In this study we initially
conducted in-vitro investigations of the new cationic water-soluble photo sensitizer tetrahydroporphyrin-tetratosylat
(THPTS) regarding its photodynamic effect on human Rb-1 and Y79 retinoblastoma cells. We were able to show, that neither
the incubation with THPTS without following illumination, nor the sole illumination showed a considerable effect on the
proliferation of the retinoblastoma cells, whereas the incubation with THPTS combined with following illumination led to a
maximal cytotoxic effect on the tumor cells. Moreover the phototoxicity was lower in normal primary cells from retinal
pigmented epithelium demonstrating a higher phototoxic effect of THPTS in cancer cells than in this normal retinal cell
type. The results at hand form an encouraging foundation for further in-vivo studies on the therapeutic potential of this
promising photosensitizer for the eyeball and vision preserving as well as potentially curative therapy of retinoblastoma.
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Introduction
Retinoblastoma is a genetically determined tumor due to
mutations or deletions of both copies of RB1, a tumor-suppressor
gene encoding a 110 kDa nuclear protein involved in the control
of neoplastic growth [1]. The retinoblastoma protein (pRb) is
responsible for a major G1 checkpoint, blocking S-phase entry by
targeting E2F transcription factors [2]. Alterations in the pRb/
E2F pathway are commonly found in human cancers, and in the
absence of pRb multiple pathways are activated leading to
increased tumor growth [3]. Retinoblastoma arises from a mixture
of transformed retinal progenitors with Müller- and photorecep-
tor-like characteristics and bipotential differentiation status [4,5].
Retinoblastoma is the most common intraocular tumor of infancy
and early childhood affecting 1 out of 18.000 births [6]. Most cases
develop in the first or second year of life, although later
presentation can occur and very rare cases have even been
reported in adults [7]. In about 40% of patients, the disease is
bilateral denoting a hereditary form of the disease. Absence of
treatment is always fatal and patients die of intracranial extension
and disseminated disease within 2 years. While the vital prognosis
for RB is excellent in industrialized countries with cure rates
greater than 95%, in low income countries the survival ranges
between 25 to 70% [8]. Chemotherapy is adapted for early tumors
but enucleation is still a common strategy in the treatment of
retinoblastoma worldwide [9]. The use of this extreme surgical
solution is now rare in Western country but still occures due to the
development of resistance against chemotherapy agents in
advanced retinoblastoma [10]. In addition, complications may
arise from the use of radiotherapy and systemic chemotherapy,
including cataracts, radiation retinopathy and developpement of
secondary malignant neoplasms and leukemia [11–13]. In less
advanced country, however, ennucleation is still a widely used
therapy. This is due to combination of various factors including
poor network of paediatrician, limited access to medical center
with proper oncology service, cost of treatments... Resistance to
current therapeutic approaches against retinoblastoma and lack of
easily deployable strategy in less advanced countries underline the
need for the development of new and efficient therapies.
PLOS ONE | www.plosone.org 1 January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | e87453
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A promising treatment for neuro-ophthalmic cancer consists in
photodynamic therapy (PDT). Discovered 100 years ago by
Hermann von Tappeiner and Oscar Raab [14], PDT requires the
simultaneous presence of a photosensitizer, light and oxygen inside
the diseased tissue. The photosensitizer accumulates in the target
cells and absorbs light at specific wavelengths. The energy is
transferred to endogenous oxygen and highly reactive oxygen
species (ROS) as well as singlet oxygen are generated. Treatment
with appropriate light doses generates ROS and directly leads to
cell death without any possible development of a resistance
mechanism [15,16]. As most of the antidrugs, photosensitizers
exhibit a higher uptake by cancer vs normal cells, thus allowing a
very selective eradication of the malignant tumor while sparing the
surrounding tissue [15,17]. Altogether PDT is rapid, it has no
long-term side effects, and most importantly stimulates the
immune system, thus maximizing the tumoricidal effect [18–20].
Here, we proposed to use as a photosensitizer the tetrahy-
droporphyrin-tetratosylat (THPTS), a pure, positively charged,
water soluble and chemically stable synthetic substance [17].
THPTS accumulates very strongly in the cancer cells compared to
healthy cells, with a tumor vs normal tissue ratio (TNTR) ranging
from 8 to 50. THPTS possesses no toxic effect in pre-incubated
cells without irradiation. Consistent with the fact that positively
charged photosensitizers specifically induce the death of tumor
cells by apoptosis [21], it has been shown that THPTS-PDT
followed by light irradiation induced an efficient apoptosis in the
target cells [22]. In addition, skin photosensitivity, a typical side
effect of PDT can be neglected as the turn over of the product is
high in healthy cells [17]. Also, heat damage to the surrounding
tissue is absent as the amount of energy needed for THPTS
activation is reduced. THPTS-PDT, in combination with an
appropriate laser light at 760 nm, penetrates up to 25 mm of
tissue, much deeper than commonly used photosensitizers [22].
The higher penetration depth of THPTS-PDT enables the
treatment of tumors with a size of ca. 15 mm which are not
within the scope of actual photosensitizers [17]. Altogether
THPTS exhibits several advantages compared to the photosensi-
tizers actually used in clinic and may consist in a new anticancer
drug to target retinoblastoma cells while sparing the vision.
Materials and Methods
Human retinoblastoma cultures
Prior to survival assay and RT-PCR, human retinoblastoma cell
lines Y79 (# HTB-18, ATCC, Manassas, VA) and WERI Rb-1 (#
HTB-169, ATCC) were maintained in flasks with DMEM
Glutamax medium (#21885, Invitrogen) containing 1000 U/ml
penicilin and streptavidin (#15140-122, Invitrogen) and 10% fetal
calf serum (#16000-044, Invitrogen) at 37uC, 85% humidity and
5% CO2. For immunocytochemistry, Y79 and WERI-Rb-1 cells
were cultured on BD Falcon 8 wells glass chambers slides
(#354108, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ) previously
coated with 25 mg/ml of laminin-1 (L2020, Sigma, St. Louis,
MO). Cells were seeded at 60.000 cells/cm2 and cultured for a
week in DMEM Glutamax medium (#21885, Invitrogen)
supplemented with 250 mM dibutyryl cyclic AMP (Sigma)
1000 U/ml penicilin and streptavidin (#15140-122, Invitrogen)
and 10% Lipumin (#F11-014, PAA Laboratories, Pasching). As
described previously [23,24], those conditions allowed the
adherence of the retinoblastoma cell lines on the glass surface,
therefore easing the immunocytochemistry staining process and
analysis.
Primary human retinal pigmented epithelium cell
cultures
The use of human material was approved by the Ethics
Committee of the University of Leipzig, and all procedures were
performed in accordance with the Declaration of Helsinki. All
tissues were obtained after receiving written informed consent
from the patients or their legal representatives. Copies of the
consents were sent to the Ethics Commitee of the University for
archiving. Eyes were obtained from adult post-mortem donors
without reported eye diseases within 48 h of death. Primary
human RPE cells were isolated from the eyes as described
previously [25]. The obtained RPE cells were cultured in flasks
(Greiner) in Ham F-10 medium containing 10% fetal calf serum,
Glutamax II, and penicillin/streptomycin at 37uC in a 5% CO2
atmosphere.
Photodynamic therapy on retinoblastoma and retinal
pigmented epithelium cells
For each sample, 500 ml of stock solution of the different cell
suspensions (Y79; WERI Rb-1 cell lines and RPE cells) at 106
cells/ml were cultured on 12 well plates (Greiner Bio-One,
Flickenhausen Germany). The samples were treated with the
respective amount (0, 25 mg/ml; 50 mg/ml; 100 mg/ml; 200 mg/
ml) of THPTS made from a stock solution at 10 mg THPTS/ml
in water, prepared extemporaneously. All samples were then
placed in the incubator for different incubation periodes (0.5 h, 1.5
h, 3 h, 6 h, 12 h, and 24 h). After the administration of THPTS, all
samples were handled under a halogen desk lamp equipped with a
monochrome filter at 325 nm in order to prevent unintended
activation of the photosensitizer. To avoid THPTS to interfere
with the proliferation assay we performed three washing steps with
PBS. Retinoblastoma and RPE cells (with prior trypinisation) were
collected into 1.5 ml tubes and centrifuged at 1000 rpm for 5 min.
the supernatant was discarded and the remaining pellet re-
dissolved in 500 ml PBS. After the third centrifugation the pellet
was re-dissolved in 500 ml fresh THPTS-free culture medium. To
ensure an equal distribution of the laser light, 100 ml of cell
suspension was then distributed in 96 well plates prior to
irradiation.
Except for the dark toxicity assay, all samples were then
irradiated with 60 J/cm2 at 760 nm using a diode laser (Ceralas
D, Ceramoptec GmbH, Bonn, Germany). After incubation for
24 hours, a survival assay using tetrazolium salt wst-1
(#05015944001, Roche, Mannheim Germany) was performed
by adding 10 ml of wst-1 reagent to each well. After 2 hours the
resulting colorimetric reaction of the formazan dye generation was
measured at 450 nm and 650 nm on a microplate reader
(Spectramax 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The
amount of formazan dye formed reflected the number of
metabolically active cells in the culture and therefore, the
measured absorbance directly correlated to the number of viable
cells. Background value obtained for the medium alone was
withdrawn from the resulting data.
Clearance of THPTS
To investigate the dynamic of the compound clearance, 100 ml
from the 500 ml of the different cell samples (prepared as described
above) were distributed in 96-well plates, irradiated and analyzed
after 24 hours of incubation. The remaining 400 ml of each cell
samples were transferred into a new 12-wells plate and maintained
in the incubator for 30 hours. After this additional incubation, the
samples were washed as described above and 100 ml of the
different cell suspensions were then transferred onto a 96-well
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plate, irradiated and analyzed 24 hours later, now leaving 300 ml
for another 30 hours to repeat the procedure once again. This
allowed us to analyze the changes in THPTS-PDT efficiency after
long incubation periods reflecting THPTS clearance from the
cells.
Total RNA extraction and cDNA synthesis
For real-time-PCR analysis, each 500 ml sample of the stock
solution of both retinoblastoma cell lines was prepared on 12-well
plates as described above. All samples except control were supplied
with THPTS at a concentration of 200 mg/ml and incubated for
three hours (37u, 5% CO2). After incubation the samples were
washed three times and 100 ml were then transferred onto a 96-
well plate and irradiated with the laser. All samples were then
again returned to the incubator for various periods of time (0.5 h;
1.5 h; 3 h; 4.5 h; 6 h; 12 h; 24 h). After the respective incubation
time, 350 ml of RLT-Buffer (Qiagen, Hilden, Germany) were
added to each sample to disrupt the cells and total RNA was
extracted from Rb-cells by using the RNeasy Mini Kit (Qiagen).
The quality of the RNA was analyzed by agarose gel electropho-
resis. The A260/A280 ratio of optical density was measured using
the GeneQuantpro device (Pharmacia, Uppsala, Sweden), and was
between 2.0 and 2.2 for all RNA samples, indicating sufficient
quality. After treatment with DNase I (Roche, Mannheim,
Germany), cDNA was synthesized from 1 mg total RNA using
the RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit
(Fermentas, St. Leon-Roth, Germany).
Real-time RT-PCR
The relative mRNA levels of the different genes (hATF3; hJUN;
hHSP70B; hp27; hGADD45G; hGADD153; hHSP105) in
THPTS-PDT-treated retinoblastoma cells were determined in
comparison to the levels of the controls (no THPTS-PDT).
Quantitative real-time RT-PCR was performed with the Single-
Color Real-Time PCR Detection System (BioRad, Munich,
Germany) using the following forward/reverse primer pairs
sequences (59-39; size of the endproduct in bp): hGAPDH,
GCAGGGGGGAGCCAAAAGGGT/TGGGTGGCAGTGAT-
GGCATGG (219); hATF3, TGTCCATCACAAAAGCCGA0-
GGTAGC/CTCCTTCTTCTTGTTTCGGCACT (107); hJUN,
GCCAGAGCCCTGTTGC/GAAGGTCGTTTCCATCTTTG-
C (102); hHSP70B, GTGGGGGCACCTTCGATGTGT/TG-
GTTCACGAGCCGGTTGT (118); p27/KIP1, AAGCGAC-
CTGCAACCGACGATTCTT/GCTCCACAGAACCGGCAT-
TT (100); hGADD45G, CGAGTCAGCCAAAGTCTTGAA-
CGTG/GAAAGCCTGGATCAGCGTAAA (121); hGADD153,
TGTCTTCAGATGAAAATGGGGGTAC/CAGAGAAGCAG-
GGTCAAGAGT (95); hHSP105, CCCCGTCAGTCATAT-
CATTTGG/TGTTTGCATGAGTGATTTGCTG (81).
The PCR solution contained 1 ml cDNA, specific primer set at
0.2 mM each and 10 ml of a 26 mastermix (QuantiTect SYBR
Green PCR Kit; Qiagen) in a final volume of 20 ml. The following
conditions were used: initial denaturation and enzyme activation
(one cycle at 95uC for 15 min); denaturation, amplification and
quantification, 45 cycles at 95uC for 30 s, 58uC for 30 s, and 72uC
for 1 min; melting curve, 55uC with the temperature gradually
increased (0.5uC) up to 95uC. All PCR data were checked for
homogeneity by dissociation curve analysis. Fluorescence changes
were monitored after each cycle, Ct (threshold cycle) values for
amplification of the respective mRNA and GAPDH mRNA were
defined, and the levels of the different mRNA in each sample were
standardized to the endogenous hGAPDH level. Comparable
efficiencies for targeted gene and hGAPDH mRNA amplification
were determined by analyzing serial cDNA dilutions. The changes
in mRNA expression for the respective genes were calculated
according to the 22DDCT method (CT, cycle threshold), with DCT
= CTtreated2 CTcontrol and DDCT = DCTtarget gene – DCTcontrol.
The amplified bands were analyzed by standard agarose gel.
Immunocytochemistry and live recording
After laser illumination, Y79 cells were fixed for 15 minutes in a
4% formaldehyde solution in PBS before immunostaining process.
Non specific sites were blocked and cells were permeabilized using
a solution of 30% casblock (InVitrogen) and 0.2% Triton X100 in
PBS for 30 minutes at RT. Actin filaments were revealed using
phalloidin coupled to Alexa 488 (#A12379 InVitrogen) and used
at 1/50. DAPI (InVitrogen) nuclear staining was achieved in the
last washing steps. Slides were mounted with Fluoromount-G
(EMS, Hatfield, USA), observed using a Zeiss Axioplan 2
fluorescent microscope and picture taken with a Axiocam MRc5
digital camera coupled to Axiovison 4.6 software (Carl Zeiss, Jena
Germany). Time lapse imaging was achieved using 100 mg/ml
THPTS incubated with cells for 1.5 h. After compound activation,
images were taken every 30 seconds for 40 minutes using an
inverted microscope (Aviovert 25, Carl Zeiss) coupled to a digital
camera.
For subcellular localization of THPTS, Y79 cells were
incubated for 2 h at 37uC with 200 nM MitoTracker Green FM
(M7514, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and 200 mM THPTS.
The cells were visualized at a LSM 5 Pascal (ZEISS, Oberkochen,
Germany) laser scanning microscope using an Achroplan 6360.95
water immersion objective. M7514 was excited at 488 nm and
emission was detected at 505–530 nm; THPTS was excited at
514 nm and detected using a long pass LP 650 nm filter set. A
FRET (Förster Resonance Energy Transfer) system was developed
to visualize THPTS using excitation at 488 nm exciting the
M7514, which in turn excited nearby THPTS with fluorescent
emission at 516 nm. The detection of THPTS was performed with
the same LP 650 nm filter set. For oxidative stress visualization,
mitochondria were labeled (200 nM, 2h, 37uC) with the chemi-
cally reduced forms of the tetramethylrosamine (MitoTracker
Orange CM-H2TMRos, M7511, Invitrogen) with or without
200 mM THPTS incubation. M7511 is not fluorescent in reduced
form. M7511 has an excitation maximum at 560 nm and would
emit at 575 nm only if oxidized. To achieve fluorescence
separation at best, we excited M7511 at 488 nm (about 10%
efficiency) and detected the fluorescence with a band pass filter set
(560–615 nm). THPTS was excited at 514 nm (99% efficiency)
and detected using a long pass filter set (.650 nm). Though
M7511 shows 30% excitation efficiency at 514 nm, the emission
above 650 nm is well below 1%, ensuring appropriate separation
of the dyes in multi-track laser scanning microscopy.
Oxidation of M7511 was enhanced by irradiation of the cells
with UV-light using a DAPI filter set (,300 nm – 420 nm
transmission).
Data analysis
Each experiment was repeated at least 3 times per condition.
Bar diagrams display the means of cells survival rate (6 SEM).
Comparisons between the means across all experimental condi-
tions were made by Welch T-Test. P , 0.05 was considered
statistically significant.
Results
Effect of THPTS-PDT on retinoblastoma cell lines
We first incubated the Rb-cell-lines with THPTS for different
periods of time (0.5 h, 1.5 h, 3 h, 6 h, 12 h and 24 h) at a
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concentration of 200 mg/ml in order to investigate the effective-
ness of the PDT as well as the dark toxicity of the compound
depending on the application time (Figure 1). At different time
points the medium was replaced by THPTS-free medium and the
corresponding samples were then irradiated with the 760 nm laser.
After another 24 hours (at 37uC; 5% CO2; darkness) the viability
was analyzed with WST-1 assay (Roche, Mannheim Germany).
This allowed us to gain information on the dynamics of the uptake
of the compound into the cells and to determine the most effective
time of incubation with THPTS. We found that there was no
measurable dark toxicity within the tested period of time using
200 mg/ml of THPTS. In addition the sole laser irradiation of the
cells without THPTS led to no significant changes in the survival
rates compared to the controls. Using 200 mg/ml THPTS
followed by PDT, demonstrated the cytotoxic effect of the
treatment even for the shortest incubation time tested, as the
survival dropped below 35% for the two cells lines tested after 0.5
h (30.2 +/–8.0% and 34.9 +/– 4.1% for WERI Rb-1 and Y79
respectively). The samples submitted to THPTS-PDT showed a
maximal effect on the cell survival after 1.5 h (WERI Rb-1) and 3
h (Y79) of incubation with the compound, respectively. Beyond
these times points, the effectiveness of the induced photo-killing of
retinoblastoma cells reached 100% as was no detectable metab-
olism of the formazan in thoses cells compared to the control
situation (p,0.001).
Dose-dependent and incubation effects of THPTS-PDT
As a next step we compared the effect of different concentra-
tions (25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml) of THPTS on
the viability of WERI Rb-1 cells (Figure 2). The samples were
again incubated with the respective amount of the compound for
1.5 h and 3 h, treated with the laser and then tested for viability
using the WST-1 assay. The results show a clear dose-dependent
effect of the THPTS-PDT with survival rates of 77.3%, 65.9%
37.7% and 0.4% respectively after 1.5h. At lower concentrations
(25, 50 and 100 mg/ml), there was also a significant dependency
on the application time (p,0.001 for all time points). When
incubated for 3 hours with 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml
THPTS, the survival was decreased to 41.5%, 32.2% and
10.6% respectively, corresponding to 1.8, 2.0 and 3.5 fold
increases of the photo-killing just by doubling the incubation time
of the respective THPTS concentration.
Effect of THPTS-PDT on cell survival in non-malignant
retinal cells compared to retinoblastoma
To explore the differential cytotoxicity of THPTS-PDT on non-
degenerated retinal cell populations, we compared the phototoxic
effect in retinoblastoma (WERI Rb-1) and normal primary human
retinal pigmented epithelium cells (hRPE). We measured the
survival rate of RPE cell treated 3h with the higher dose of
THPTS (200 mg/ml) and observed that normal primary cells
survived at 32.63 +/– 1.48%, while photokilling of Rb cells with
this THPTS concentration and incubation time was maximal. In
addition, in absence of laser activation (dark toxicity), RPE
survival with those parameters was found to be at 106,99 +/–
7.76%. THPTS had therefore no cytotoxic effect per se on RPE
cells in vitro and affected RPE cells to a lower extend when
activated by laser. As seen in figures 1 and 2, cell survival can be
modulate by changing incubation time and THPTS concentra-
tion. In order to allow a high photokilling of tumor cells together
with a limited effect on normal cell, we lowered THPTS
concentration on Rb and RPE cells and modulated the lenght of
incubation with the photosensitizer. We incubated both cell
cultures with THPTS at 50 mg/ml and 100 mg/ml for 1.5 h, 3 h
and 6 h before we supplied them with fresh THPTS-free medium
and administered the laser irradiation (Figure 3). While after 1.5 h
of incubation the WERI Rb-1 cells showed survival rates of 62.9%
(50 mg/ml) and 40.3% (100 mg/ml), the hRPE still presented
88.2% and 84.5% of survival, respectively. This represents a 1.4
fold (p,0.05) survival increase for RPE vs Rb cells treated with
50 mg/ml of THPTS and 2.1 fold (p,0.01) survival increase when
treated with 100 mg/ml THPTS for 90 minutes. The relative
difference was even stronger after 3 hours of incubation, as WERI
Rb-1 survived to 29.2% and 13.5% and hRPEs to 83.7% and
42.4% when using 50 and 100 mg/ml THPTS respectively. This
correspond to a 2.9 (p,0.01) and 3.1 (p,0.001) fold increase of
survival to the treatment for hRPE vs Rb with those settings. After
6 hours of incubation the PDT treatment did not further affect the
survival, indicating that the maximal effect on these cells with
these parameters was reached.
Turnover of THPTS
We examined whether THPTS is released by the cells when not
being activated by laser light. We incubated the WERI Rb-1 cells
with THPTS (200 mg/ml) for 0.5 h, 1.5 h, 3 h and 6 h (Figure 4).
We then treated fractions of the respective samples with laser
irradiation and then measured the survival rates (time point 1).
The survival rates were found between 0% and 4% for all of the
four conditions. The remaining fractions of the cultures were
supplied with fresh THPTS-free medium. After allowing the cells
to release the compound into the medium for about 30 h (time
point 2 = time point 1 + 30h) we again irradiated a fraction of the
cell culture and obtained survival rates of 68.2% for the 0.5 h
samples and 46.6%, 49.4% and 43.4% for the 1.5, 3, and 6 hours
samples, respectively. After repeating the same procedure for
another 30 h (time point 3 = time point 1 + 60 h) we obtained
survival rates of 67.9%, 78.7%, 68.7% and 121.8%, respectively,
relative to controls. Each washing step resulted in a 500x dilution
of the active compound present in the medium. It is therefore
unlikely that the release of the compound is affected by an
accumulation in the medium and we can consider the clearance of
the compound to be unrestricted to the greatest extent. Survival
rates reflect the amount of compound still present in the cell.
Survival increases observed at time point 3 ranged from 1.8 to 1.5
fold compared to survival values at time point 2, thus reflecting a
corresponding loss of efficiency of PDT due to THPTS turnover in
Rb cells. Based on these observations and the reported properties
of the compound [17], 30 h time point was found close to the half
life of THPTS in the cells.
Gene expression
By quantitative RT-PCR (Figure5), we furthermore determined
the effect of THPTS-PDT on the mRNA-levels of genes related to
apoptosis (hATF3; hJUN; hHSP70B) or stressful growth arrest
(hp27) including DNA damage (hGADD45G; hGADD153) and
other severe stress (hHSP105) [26]. We were able to show that the
mRNA levels of several genes related to cellular damage and
apoptosis were in great parts strikingly increased. In this regard we
observed significant (p,0.05 to p,0.001) up-regulation of mRNA
levels of ATF3, JUN and HSP70B, demonstrating the activation of
apoptotic pathways. The enhancements ranged from 67-fold
increases for ATF3 and 99-fold increases for JUN to well above
900-fold increases of HSP70B transcripts which are considered to
be specific for Fas-induced apoptosis [27]. The demonstrated
increases of gene transcripts related to cellular stress (HSP105) and
severe DNA-damage in particular (GADD45G and GADD153)
give further evidence of the cellular damage induced by the
THPTS-PDT within the retinoblastoma cells. Significant 16- to 21
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Figure 1. THPTS-PDT on retinoblastoma cell lines. In vitro cell survival analysis of WERI Rb-1 (A) and Y79 (B) cells irradiated with laser after
incubation with THPTS (200 mg/ml) for 0.5 h, 1.5 h, 3 h, 6 h, 12 h or 24 h (red bars) showed a minimal survival rate of 0% –5% after an incubation time
of 1.5 hours (WERI Rb-1) or 3 hours (Y79). When incubated with THPTS (200mg/ml) without irradiation (dark toxicity) for 0.5 h, 1.5 h, 3 h, 6 h, 12 h or 24
h (brown bars), the survival rate relative to control varied from 85.2% (3 h) to 107.7% (24 h) in WERI Rb-1 and from 100.0% to 141.1% in Y79. Laser
irradiation alone (light orange bars) lead to no significant changes of the survival rates relative to controls.
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g001
Figure 2. Dose and incubation time effects. The incubation of WERI Rb-1 with THPTS at concentrations of 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml or
200 mg/ml for 1.5 h (red bars) lead to survival rates of 77.3%, 65.9%, 37.8% and 0.4%.respectively. An incubation time of 3 h (deep red bars) roughly
doubled the cell death rates (at the lower concentrations) with survival as low as 41.5%, 32.2% 10.6% and 0.4% respectively, (*** p,0.001 comparison
with control without THPTS; uuu p,0.001 for the comparison between 1.5h and 3h of THPTS incubation)
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g002
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fold increases were recorded for the maximal relative expression of
the three gene transcripts. These findings are confirmed by up to
fourfold increases of the hp27 transcripts compared to the controls,
indicating growth arrest as a result of the subcellular damage and
ongoing apoptotic process [28].
Immunocytochemistry and live recording
Rb cells were incubated with low dose of THPTS (25 mg/ml)
for 90 min to induce a moderate oxidative stress without massive
cell death in order to visualize early events affecting the cell
morphology compared to untreated cells. Rb cells were cultured in
10% lipumin (PAA Laboratories). This allowed a good adherence
of the retinoblastoma cell lines on the glass surface, easing the
Figure 3. Rate of WERI-rb1 and primary RPE survival following THPTS treatment. As low as 50 mg/ml of THPTS induced an effect on
retinoblastoma cell line as survival dropped to 62.9% after 90 min of incubation (light blue bars). In RPE, using the same condition the survival
decreased slightly to 88.2% (light green bars). When increasing the THPTS concentration to 100 mg/ml the compound led to a reduced survival to
40.3% in retinoblastoma cell lines (deep blue bars) and only affect slightly the normal primary RPE cells over the same incubation period (84.5%, deep
green bars). Increasing the incubation to 3 hours induced a more drastic effect of THPTS even with low concentration. 50 mg/ml of THPTS induced a
survival of only 29.2% of the We-Rb1, a rate that dropped to 13.5% when using 100 mg/ml. Meanwhile the primary RPE cells survival is 83.7 and 42.4%
with the same conditions. A survival significantly higher than for Rb1. After 6h the survival is not further affected in RPE cells as it was found to be at
78.3 and 42.1 using 50 and 100 mg/ml of THPTS. In Rb cells also the survival was only slightly further affected compared to 3 h of incubation (34.3%
and 9.2% respectively). Asterisks indicate significant differences between Rb1 and RPE cells in comparable situations of concentration and incubation
length.
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g003
Figure 4. THPTS turn over in cells. Loss of efficiency of THPTS in cells when irradiated after 30 and 60 h post incubation with 200 mg/ml THPTS for
0.5 h (lighter blue bars), 1.5 h (light blue bars), 3 h (blue bars), 6 h (deep blue bars). Survival was low as 0.1 to 4.0% when cells were irradiated right
after incubation with the compound (0.5 to 6 h). The survival rate inceased if the time before irradiation was extended to 30h, with low incubation
period of 0.5 h, the survival was already back to 68.2% and For all other incubation lengths the survival was found to be between 43.4 to 49.4% after
30 h. The loss of efficiency of THPTS was even greater after 60 h, with a survival of 121.8% for the shortest incubation with THPTS (0.5 h) and ranging
from 67.9 to 78.7% for the longer incubations. This represented a reduced efficiency for PDT of 1.79 fold for the shortest incubation and of 1.45, 1.56,
1.59 fold for the long incubation periods (1.5 to 6 h), thus approaching the half-life of the product within living cells. Dark toxicity (grey bars) after 6h
of incubation with THPTS was found to be at 100.1% without delay, 78,7% when irradiation was delayed 30h and 93.5% when delayed 60h.
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g004
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Figure 5. Quantitative gene expression. The expression of genes related to apoptosis showed rapid and significant increases after treatment
with THPTS-PDT compared to the controls (depicted as the red line reflecting the expression baseline). Y axis corresponds to the relative expression
vs control while x axis corresponds to the different time points (0.5, 1.5, 3, 4.5, 6, 12 and 24h). The pink bars reflect the Y79 and the violet bars the
WERI Rb-1 cells. ATF3 showed a significant increase of up to 67.25 fold (p,0.01) in Y79 cells and a 19.87 fold (p,0.001) increase in WERI Rb-1 cells
within 12 hours after treatment. Maximal increase for hJUN expression was obtained with values up to 99.30 fold (p,0.001) in Y79 cells and up to
100.60 fold (p,0.05) in WERI-Rb-1, 12 and 3 hours after PDT respectively. hHSP70B was increased significantly after 1.5 and 0.5 hours for Y79(6.09
fold, p,0.01) and WERI Rb-1 (43.84 fold, p,0.001) respectively. With maximal increase values up to 584.24 fold (Y79, p,0.001) and 979.00 fold (WERI
Rb-1, p,0.001). hHSP105 levels increased significantly after 3 h and 0,5h in Y79 (1.43 fold, P,0.001) and in WERI Rb-1 cells (1.87 fold, p,0.05)
respectively; reaching a maximum of 8.55 fold (Y79, p,0.01) to 19.20 fold (WERI Rb-1, p,0.001) within 24 h. The DNA damage related mRNA levels of
hGADD45G (Y79: max. 16.81 fold increase after 12 h, p,0.001; WERI Rb-1: 6.88 fold increase after 3h, p,0.001) as well as hGADD153 (Y79: max. 21.57
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immunocytochemistry staining process and analysis [23,24]. We
used DAPI nuclear marker to identify cell nucleus damage and
phalloidin to stain the actin cytoskeleton and identify its
fragmentation. In control condition (Figure 6), Rb cells showed
a strong development of fillopodia as seen by actin cytoskeleton
staining (arrow in figure 6A and C). Nuclei were found
homogenous in diameter and exhibited similar DAPI staining
intensity (Figure 6B and C). Still, sparsely, fragmented nucleus
were identify in the culture (arrowhead in figure 6 B and C). After
THPTS-PDT treatment, actin cytoskeleton was dramatically
perturbed. Fillopodia were found mostly absent or drastically
reduced in length (Figure 6D, F) and many Rb cells detached from
the glass surface. Remaining cells exhibited a heterogeneous
nucleus aspect as seen with DAPI staining. Many fragmented
nucleus (arrowheads in Figure 6E and F) can be observed.
Condensed genomic material was detected by the increased
intensity for the DAPI signal (arrows in Figure 6E and F). Many
nuclei were found reduced in diameter compared to the control
situation. Chromatin condensations (pyknosis) preceding the
nucleus fragmentations (karyorrhexis) are considered to be typical
events in cells undergoing an apoptotic process.
Time lapse imaging was achieved on WERI-Rb1 cells treated
with 100 mg/ml THPTS by recording bright field image every 30
seconds for 45 minutes after compound activation with proper
laser illumination (Figure 7). Record started 15 minutes after laser
stimulation; however some cells presented already a massive
blebbing of their membrane (arrow in Figure 7A). After 45
minutes, those typical membrane damages can be observed in
many cells in the field (arrowhead in Figure 7B), while completely
absent of the untreated control cells culture after 45 minutes (insert
Figure 7C). Membrane blebbing has been pointed out to be a
characteristic feature of apoptosis while absent in necrotic process
[29]. The time lapse of WERI-Rb1 (Video S1) confirmed the gene
and immunocytochemistry data, demonstrating the rapid apo-
ptotic death of Rb cells following THPTS –PDT.
Subcellular distribution of THPTS
Incubation of Rb (Y79) cells with MitoTracker green (M7514)
resulted in clear staining of mitochondria (Figure 8A). Using laser
excitation at 514 nm, THPTS could be visualized with a 650 nm
long pass filter and the fluorescence distribution closely resembled
the M7514 labeling (Figure 8B), strongly accounting for a
mitochondrial localization of THPTS. No signal was detected
above 650 nm in absence of THPTS (Figure 8C). The pair of
fluorescence dyes M7514 and THPTS established a Förster
resonance energy transfer (FRET) system. Fluorescence emit by
M7514 at 516 nm can excite THPTS that would then be detected
above 650 nm (Figure 8G). Co-incubation of M7514 and THPTS
revealed this FRET mechanism as THPTS was specifically
detected in a subset of mitochondria after stimulation of
mitotracker at 488 nm only (Figure 8D-F). The red THPTS-
fluorescence not colocalized with green M7514 (arrows in Figure
8D-F) speaks in favor for a complete energy transfer from M7514
to THPTS, while remaining of M7514 fluorescence at 530–560
nm (Figure 8D,F) indicated that the donor dye was in excess.
Therefore, part of the excitation energy was still released as
photons. FRET pair indicated that THPTS was localized within a
range of less than 10 nm to M7514 demonstrating that THPTS
was indeed localized inside the Y79 mitochondria.
To further support this hypothesis we used the reduced
mitochondrial marker M7511, which only emits fluorescence in
its oxidized state. In absence of THPTS activation mitochondrial
staining was weak, indicating only few oxidized M7511 species in
the mitochondria (Figure 8H). However, the fluorescence was
markedly increased in intensity and showed wider distribution
following THPTS-PDT with UV-light using the DAPI filter set of
the microscope (Figure 8I). After 5 min of illumination, first
membrane blebbing occurred, indicating apoptosis (arrows in
Figure 8I).
Discussion
Here we identified the potential tumoricidal effect of THPTS
on two human retinoblastoma cell lines. While exhibiting no
cytotoxic effect per se, 200 mg/ml THPS was able to induce a
complete cell death once activated with a 760 nm laser beam at
60 J/cm2 and 100 mW/cm2. The maximal cytotoxic effect was
reached even with incubation time as short as 1.5 hours. In
fold increase after 12 h, p,0.01; WERI Rb-1: 11.90 fold increase after 1.5h, p,0.001) were significantly increased within the first 4.5 h after PDT for
both cell lines. The levels of hp27 were increased significantly increased in both cell lines. The maximum reached a 3.34 fold increase after 12 h (p,
0.001) for the Y79 cells and a 3.75 (p,0.05) fold increase for the WERI Rb-1 cells 4.5 h after the treatment. Note that for hHSP70B, y axis is in log scale.
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g005
Figure 6. Immunocytochemistry. Y79 cells were cultured in 10%
lipumin and incubated with low dose of THPTS (25 mg/ml) for 90 min.
After formaldehyde fixation, cells were stained with DAPI nuclear
marker and phalloidin coupled to Alexa 488. In control without laser
illumination Rb cells showed a strong development of filopodia as seen
by actin cytoskeleton staining (arrow in A and C). Nuclei were found
homogenous in diameter and for DAPI staining intensity (B and C).
Rarely, fragmented nucleus can be identified (arrowhead in B and C).
THPTS-PDT treatment induced a reduction of filopodia (D, F) and many
Rb cells exhibited heterogeneous nucleus aspect as seen with DAPI
staining (E, F). Many fragmented nucleus (arrowheads in E and F) can be
observed. Condensed genomic material was detected by the increased
intensity for the DAPI signal (arrows in E and F). Many nuclei were found








addition there are clear dose-dependent and an incubation length–
dependent effects, meaning that the same cytotoxic effects can be
reached with lower THPTS concentrations by increasing the
incubation time. This is of major interest to obtain the best ratio
for cancer cell death vs preservation of the surrounding normal
cells. We were indeed able to demonstrate the high specificity of
the compound for cancer cells as normal RPE cells were
significantly (50 mg/ml: p,0.05; 100 mg/ml: p,0.01; 200 mg/
ml: p,0.001) less affected by THPTS-PDT treatment. For
instance their survival after 3 h is 3 fold higher as for
retinoblastoma using 100 mg/ml of THPTS (Figure 3). These
results were in accordance with previous publication that reported
a high specificity of the compound for various tumor cell types
with a high TNTR ranging from 8 to 50 [17]. It has to be noted
that primary RPE cells in vitro do proliferate while this does not
occurs normally in vivo. Proliferating RPE cell in vitro might be
more sensitive to THPTS than RPE cell in situ due to an increased
metabolism that may facilitate the entry of THPTS in the cell. The
molecular mechanism underlying the target effect of THPTS-PDT
is still largely unknown but might be due to the well documented
increase in metabolic uptake occurring in tumor cells [30].
THPTS would then accumulate faster in cancer cells. Also, the
resting membrane potential of many cancer cells is hyperpolarized
compared to normal cells [31] and may therefore facilitate the
uptake of the positively charged THPTS present in the medium as
well as its retention in the cancer cell. Last but not least, the
mitochondrial hyperpolarization occurring in tumor cells [32] may
allow THPTS to target more specifically this subcellular
compartment leading to the high efficiency of treatment.
Functional mitochondria indeed are essential to cancer cell
development and highly sensitive to oxidative stress [33]. They
are actually considered as the Achilles heel of cancer cells and
target for tumor elimination using mitochondriotoxic compounds
[34,35]. To further analyse the mechanism of cell death induced
by THPTS-PDT in retinoblastoma we studied the quantitative
expression for mRNA of genes related to apoptosis (hATF3;
hJUN; hHSP70B) or stressful growth arrest (hp27) including DNA
damage (hGADD45G; hGADD153) and other severe stress
(hHSP105) [26]. Both retinoblastoma cell lines tested, exhibited
a massive upregulation of these genes. ATF3 encodes a pro-
apoptotic protein that mediates cytotoxic agents (i.e. ROS)
induced apoptosis in various systems [36]. hJUN in combination
with c-Fos, forms the AP-1 early response transcription factor
highly sensitive to ROS. Rapid and strong upregulation of ATF3
and hJUN mRNAs suggest an apoptotic cell death mechanism
induced by THPTS-PDT. Moreover, overexpression of hHSP70B
indicates more precisely a Fas-dependent apoptotic mechanism
[27]. Also, increased levels of the mRNA for p27Kip1 protein
typically cause cells to arrest in the G1 phase of the cell cycle
further driving apoptotic cell death [37]. GADD45G increase
reflects the stressful growth arrest conditions via treatment with
DNA-damaging agents [38]. Increased GADD153 also participate
to the arrested cell growth and promote programmed cell death, in
part via activation of AP1 target gene [39]. Last but not least, it
has been shown that cytosolic heat shock proteins such as HSP105
are preferentially induced in response to specific and localized
intramitochondrial damage [40]. The induction of apoptosis was
also suggested by the chromatin condensation (pyknotic nucleus)
and the karyorrhexis (nucleus fragmentation) seen in Rb cells
treated with mild THPTS-PDT (25 mg/ml, 90 min). Together
with cytoskeletal restructuration and membrane blebbing, those
damaged nuclei are hallmarks of the undergoing apoptotic
process. Altogether, our results demonstrate that THPTS-PDT
leads to a massive cell death via apoptotic pathway induction in
response to oxidative stress targeting the mitochondrial compart-
ment. This cytotoxic effect seems to be specific for cancer cells
while sparing the normal RPE cells to a great extend.
Advantage of PDT over other cancer therapies
Most of the commonly used cancer therapies are highly
immunosuppressive while PDT produces an acute activation of
the immune system that attracts leukocytes to treated tumors [18].
PDT might therefore increase the immunogenicity of dead tumor
cells by exposing or creating new antigens [41] and by inducing
heat-shock proteins that increase the efficiency of antigen cross-
presentation to form more effective tumor-specific cytotoxic T cells
[42]. In addition, the pro-inflammatory effects of PDT might
increase dendritic-cell migration, antigen uptake and maturation
leading to adaptive immunity [43]. PDT can promote tumor cures
and long-lasting tumor-specific memory [44], as has been shown
by the rejection of tumors on rechallenged rodent models [45–48].
Mechanism of action involves neutrophil cells infiltration and
activation of natural killer cells that are both essential for the
generation of tumor-specific primary and memory CD8 (+) T-cell
responses [43,49].
Like PDT, chemotherapy is based on the preferential uptake of
the compound by cancer cells thus leading to increased cytotoxity
in tumoral vs. healthy cells. However, contrary to photosensitizers,
chemotherapy involves compounds that are cytotoxic per se. The
tumor cell can develop an acquired resistance mechanism that will
reduce the efficiency of the treatment and leave the organism
vulnerable to relapse [50]. This is very unlikely to happen in PDT
as photosensitizers are not cytotoxic per se but rather induce
oxidative stress in the target cell via ROS. The activation of the
immune system combined with the low resistance mechanism
make PDT an ideal cancer curative treatment. However, many
technical limitations are linked to the dozen of clinically approved
photosensitizers and limit their use to few applications, mainly in
dermatology, urology and gastroenterology [51,52]. In neuro-
ophthalmology, the only clinical application for PDT is the
neovascularization associated with macular degeneration [53].
However the actual development of a new generation of
photosensitizers should definitely lead to preclinical evaluation of
Figure 7. Membrane blebbing in treated cells. WERI-RB1 cells
were incubated for 3 h with 100 mg/ml THPTS and bright field image
were recorded every 30 s for 45 min. Start (A) and endpoints (B) are
depicted, while endpoint of control culture without treatment is
represented in insert (C). Few minutes after laser illumination, some
cells already showed blebbing of the membrane (arrow in A). After 45
minutes (B) this feature was observed in many cells in culture
(arrowheads) while absent of the control culture (C). THPTS-PDT treated








PDT as a therapeutic option for the treatment of retinoblastoma
[54]. Its use in the handling of retinoblastoma may consist in an
promissing therapeutic alternative not only in Western countries in
case of resistant tumor forms but also in less advanced countries
due to the reduced logistic and associated costs of the PDT
treatment.
Advantage of THPTS compared to other photosensitizers
A main actual limitation of PDT is that visible light is needed to
activate most of the clinically approved photosensitizers. Visible
light cannot pass through more than 10 mm of tissue. For this
reason, PDT is usually used to treat tumors on or just under the
skin or on the lining of internal organs or cavities [55]. Therefore,
actual PDT is inefficient for treating large, pigmented or deep
tumors. In addition, high amounts of energy needed to activate
actual compounds lead to skin lesions and burns [51]. THPTS is
activated by infrared wavelength, thus limiting damages to normal
tissue while it increases the therapy depth up to 25 mm. Another
limitation is the rapid turnover (within minutes) of some
compounds that requires performing PDT immediately after
incubation with the photosensitizer [56]. Here we demonstrate
that THPTS rapidly entered the cells, as the maximal effect is
reach after 1 to 3 hours for all tested concentrations and remained
active over a long period with a half life in the range of a day,
while skin photosensibility can last for months with approved
photosensitizers (European Medicine Agency requirement
WC500024398). THPTS compound is positively charged and
therefore may target more specifically the mitochondrial com-
partment leading to faster and targeted oxydative damage [22,57].
Last but not least, TNTR of THPTS is higher than many other
commercially available photosensitizers [22].
Figure 8. THPTS subcellular localization. MitoTracker green (M7514) original scan identifying mitochondria in Y79 cells (A) and resembling to
subcellular THPTS distribution (B). (C) Control scan reveals no staining of THPTS at 488 nm excitation and detection with 650 nm long pass filter. (D-G)
FRET pair identification in Y79 mitochondria as excited at 488 nm and observed at 505–530 nm (D) and above 650 nm (E). (F) Merged images revealed
colocalization of M7514 and THPTS by double staining in numerous, though not all, mitochondria. Exclusive THPTS fluorescence distribution (arrows)
account for a complete energy transfer from M7514 at those localizations while signal seen at 505–530 nm account for an excess of donor (D, F).
M7514 and THPTS establish a FRET pair of fluorescence dyes as the emission maximum of MT7514 is 516 nm, which is the excitation maximum of
THPTS; blue colored area highlights M7514 excitation curve; pale green color indicates M7514 emission spectrum and dark green area corresponds to
the overlap with THPTS excitation spectrum (G). (H-I) Evidence for mitochondrial ROS production by THPTS excitation. Basic mitotracker M7511
fluorescence (H) was clearly enhanced following THPTS excitation at 514nm (I), indicating an oxidative process specifically due to THPTS-PDT (DAPI
filter set, 5 min). Insets in indicate M7511 fluorescence intensity histogram (H-I). Scale bar in (A) applies to all images except for (B-C) where scale bar
is shown in (C).
doi:10.1371/journal.pone.0087453.g008
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Next to in vitro study, the proof of concept for the use of
THPTS in the handling of retinoblastoma requires in vivo
experiments in which a tumor would develop among normal
surrounding retinal cells. The cohabitation of normal and tumoral
retina cells is essential to demonstrate the high specificity of
THPTS for cancer cells. There are currently two types of rodent
models for proper retinoblastoma study in vivo: xenograft and
transgenic mouse [58]. Injection of human retinoblastoma in
immunocompetent newborn rats recapitulates the developmental
environment of the human retinoblastoma [59,60]; while in a LH
beta -Tag transgenic mouse, a highly expressed transgene drives
the overexpression of the SV40 large T antigen leading to bilateral
retinal tumor development that resembles human retinoblastoma,
occupying approximately a quarter of the retinal area at 10 weeks
of age [61,62]. Both models are relevant for retinoblastoma study
because the tumors are developing in situ, within the retinal tissue,
in immune competent animals. Outcomes obtained with THPTS
may not only be beneficial for retinoblastoma handling but also for
various CNS tumors in which preservation of surrounding tissue is
critical. Among those, glioblastoma are highly aggressive brain
tumors with little or no animal model available [63]. Interestingly,
some subtypes of glioblastoma share common genetic abnormal-
ities with retinoblastomas as mutations in the RB1 specific
pathway are associated with the shortest survival in patients
affected by glioblastoma [64–66]. Thanks to the accessibility of the
retinal tissue and the many non-invasive methods of analysis
available: scanning laser ophthalmoscope, optical coherence
tomography and electroretinogramm to name a few, THPTS-
PDT on retinoblastoma in-vivo may also consist in a useful model
for glioblastoma studies
Supporting Information
Video S1 Supplementary data. Time lapse movie of
membrane blebbing in WERI-RB1 cells. RB1 were incubated
for 3 h with 100 mg/ml. Recording started 15 min after the
irradiation and THPTS and bright field image were recorded
every 30 seconds. Arrowheads indicated the blebbing spots an
hour after the irradiation. The massive blebbing suggests that
THPTS-PDT treated cells were dying by apoptosis.
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Einleitung 
Das Retinoblastom ist ein maligner Tumor der Netzhaut. Es entstammt verschiedenen 
Vorläuferzellen der Netzhaut mit Eigenschaften von sowohl Müller-, als auch von 
Photorezeptorzellen. Mit circa 1 Fall pro 18.000 Lebendgeburten ist das Retinoblastom der 
häufigste intraokulare Tumor bei Säuglingen und Kleinkindern. Ohne Behandlung führt die 
Erkrankung durch intrakranielle Ausbreitung oder Metastasierung binnen 2 Jahren zum Tod. 
Die Heilungschancen sind mit über 95% in industrialisierten Ländern sehr gut, in 
Entwicklungs- und Schwellenländern liegen die Überlebensraten jedoch nur bei 25% bis 70%. 
In Westlichen Ländern finden mittlerweile angepasste Chemotherapien eine breite 
Anwendung, aber auch hier kommt die Enukleation als radikales chirurgisches Verfahren, 
insbesondere in Fällen wo die Tumore Resistenzmechanismen gegen die Chemotherapeutika 
entwickelt haben, noch zur Anwendung. Darüber hinaus bringen Chemotherapie, sowie 
Strahlentherapie Nebenwirkungen wie Katarakt, Retinopathie und die Entwicklung von 
Sekundärtumoren oder Leukämie mit sich. In weniger entwickelten Ländern ist die 
Enukleation aus strukturellen und finanziellen Gründen noch immer sehr verbreitet. Daraus 
ergibt sich die Notwendigkeit neue effizientere Behandlungsstrategien zu entwickeln. 
Eine vielversprechende Therapieform stellt die Photodynamische Therapie (PDT) dar. Die 
PDT erfordert das gleichzeitige Vorhandensein von einem Photosensibilisator, Licht und 
Sauerstoff innerhalb des krankhaften Gewebes. Der Photosensibilisator reichert sich in den 
Zielzellen an, absorbiert Licht bestimmter Wellenlängen und überträgt die Energie auf 
endogenen Sauerstoff, wodurch es zu Ausbildung von oxydativem Stress und in der Folge 
zum Absterben der Zelle kommt. Insgesamt ist die PDT schnell, sie hat keine bekannten 
Langzeitnebenwirkungen und sie stimuliert darüber hinaus das Immunsystem, wodurch der 
therapeutische Effekt noch verstärkt wird. Wir schlagen vor Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat 
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(THPTS) als Photosensibilisator zu nutzen. Das Anreicherungsverhältnis von Tumor zu 
Normalgewebe (TNTR) ist vergleichsweise hoch und liegt bei 8 bis 50. Entsprechend seiner 
positiven Molekülladung induziert es als Photosensibilisator bevorzugt Apoptose. Es 
unterliegt in gesunden Zellen einem raschen Turn-Over, wodurch die phototoxischen 
Nebenwirkungen in der Haut vernachlässigbar gering sind. Aufgrund der niedrigen 
Aktivierungsenergie von THPTS kommt es kaum zu einer thermischen Schädigung des 
Gewebes durch die Therapie. Die Therapietiefe von THPTS in Verbindung mit einer 
geeigneten Laser-Quelle liegt mit über 25mm deutlich über der von herkömmlichen 
Photosensibilisatoren. Die zahlreichen Vorteile von THPTS im Vergleich zu den aktuell 
klinisch verwendeten Wirkstoffen deuten auf ein hohes Potential zur visuserhaltenden 
Therapie von Retinoblastomen hin. 
Methode 
Zellkultur primärer humaner Pigmentepithelzellen der Retina (RPE) 
Die RPE-Zellen wurden aus gesunden Augen von erwachsenen Spendern innerhalb von 48h 
nach deren Versterben isoliert. Die isolierten Zellen wurden dann in Zellkulturflaschen bei 
37°C kultiviert. 
Photodynamische Therapie von Retinoblastomzellen und RPE-Zellen 
Für jede Probe wurden 500µl der Stammlösung der jeweiligen Zellsuspension (Y79-, WERI 
Rb-1-Zelllinien und RPE-Zellen) mit 1 Million Zellen/ml in 12-Loch-Platten kultiviert. Die 
zu testenden Proben wurden dann mit den verschiedenen Mengen (0µg/ml (Kontrolle); 
25µg/ml; 50 µg/ml; 100µg/ml; 200 µg/ml) an THPTS versehen. Nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten (0,5h; 1,5h; 3h; 6h; 12h; 24h) wurden die Testproben unter monochromem 
Licht (325nm) mittels dreimaligem zentrifugieren und anschließendem resuspendieren mit 
frischem THPTS-freiem Medium gereinigt. Anschließend wurden 100µl der Proben auf 96-
Loch-Platten ausgebracht um eine gleichmäßige Ausleuchtung durch den Laser zu 
gewährleisten. Bis auf die Proben zur Untersuchung der Dunkeltoxizität wurden die Proben 
im Anschluss mit einem Diodenlaser bei 760nm mit einer Lichtleistung von 60J/cm² 
beleuchtet. Nach weiteren 24h im Inkubator wurde jede Probe mittels Tetrazoliumsalz-WST-
1-Test-Kit auf Zellüberleben getestet und die erhaltenen Werte zu den Kontrollproben ins 
Verhältnis gesetzt. 
Clearance von THPTS 
Um Informationen über die Clearance von THPTS aus den Zellen zu erhalten, wurden erneut 
500µl-Zellproben vorbereitet (siehe oben). Bei diesem Versuch wurden jeweils 100µl mit 
THPTS-PDT (mit verschiedenen Konzentrationen) behandelt und die Überlebensrate 
untersucht, aber die verbleibenden 400µl nicht verworfen, sondern weiterhin mit THPTS-
freiem Medium inkubiert. Nach 30h wurden weitere 100µl getestet und noch einmal 100µl 
nach 60h. 
Real-Time RT-PCR 
Mittels quantitativer real-time RT-PCR wurden die relativen mRNA-Level (hATF3; hJUN; 
hHSP70B; hp27; hGADD45G; hGADD153; hHSP105) in mit THPTS-PDT behandelten Rb-
Zellen zu verschiedenen  Zeitpunkten (0,5h; 1,5h; 3h; 4,5h; 6h; 12h; 24h) nach der Laser-
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Behandlung ermittelt. Die erhaltenen mRNA-Levels wurden auf den endogenen HGAPDH-




Immunzytochemie und Live-Videoaufnahmen 
Nach erfolgter Laserbehandlung wurden die zu untersuchenden Y79-Zellen fixiert, 
permeabilisiert, und spezifisch angefärbt. Aktinfillamente wurden mittels Phalloidin 
(gekoppelt an Alexa488) markiert. Zellkerne wurden mittels DAPI-Färbung markiert. Die 
fixierten Zellen wurden dann unter dem Fuoreszenzmikroskop dargestellt. Die 
Zeitrafferaufnahmen der behandelten Zellen wurden erstellt indem die Zellen direkt nach der 
Aktivierung des Wirkstoffes für 40min aller 30s unter dem Inversmikroskop in Kulturmedium 
digital fotografiert wurden. Um die subzelluläre Anreicherung von THPTS zu lokalisieren, 
wurden die Zellen mit MitoTracker Green FM (M7514, Invitrogen) und THPTS inkubiert und 
anschließend mit einem Mehrkanal-Konfokalmikroskop untersucht. Um oxydativen Stress in 
den Mitochondrien darzustellen, wurden Mitochondrien in Y79-Zellen mit reduziertem 
MitoTracker Orange (M7511, Invitrogen) markiert und anschließend mit und ohne THPTS-
PDT untersucht. In reduzierter Form ist M7511 nicht fluoreszent, emittiert aber Licht bei 
575nm, wenn es oxidiert wird. Die THPTS-Aktivierung wurde dabei direkt am 
Konfokalmikroskop mittels UV-Licht (DAPI-Filterset) durchgeführt. 
Ergebnisse 
Effekt der THPTS-PDT auf Retinoblastom-Zelllinien 
Als einen ersten Schritt wurden die Effektivität sowie die Dunkeltoxizität der THPTS-PDT 
untersucht. Dazu wurde eine THPTS-Konzentration von 200µg/ml verwendet und 
verschiedene Einwirkzeiten (0,5h; 1,5h; 3h; 6h; 12h und 24h) verglichen. Darüber hinaus 
wurde die Toxizität der alleinigen Laser-Bestrahlung (760nm), sowie die Toxizität von 
THPTS ohne Laser-Aktivierung (Dunkeltoxizität) untersucht. Die Überlebensraten wurden 
24h nach PDT mittels WST-1-Assay (Roche) ermittelt. Bei der eingesetzten Konzentration 
konnte keine messbare Dunkeltoxizität festgestellt werden. Drüber hinaus zeigte auch die 
alleinige Laser-Behandlung keinen signifikanten Effekt auf das Zellüberleben. Bei einer PDT 
nach Applikation von 200µg THPTS/ml zeigte sich hingegen der zytotoxische Effekt der 
Behandlung bereits bei der kürzesten getesteten Inkubationszeit. Die Überlebensraten sanken 
nach 0,5h für die beiden untersuchten Zelllinien unter 35%. Nach einer Einwirkzeit von 1,5h 
(WERI-Rb1) bzw. 3h (Y79) zeigte sich ein maximaler Effekt auf das Zellüberleben. Ab 
diesen Zeitpunkten erreichte die Effektivität der THPTS-PDT 100%, sodass im Vergleich zu 
den Kontrollen kein messbarer Metabolismus des Formazans (WST-1 Assay) mehr 
nachgewiesen werden konnte. 
Effekt in Abhängigkeit von Dosis und Einwirkzeit 
Als einen nächsten Schritt wurde die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen (25µg/ml; 
50µg/ml; 100µg/ml; 200µg/ml) von THPTS auf das Überleben von WERI Rb-1-Zellen 
untersucht. Die Proben wurden für 1,5h oder 3h mit der jeweiligen Wirkstoffkonzentration 
inkubiert, anschließend mit dem Laser behandelt und schließlich die Überlebensrate mit Hilfe 
von WST-1 Assay ermittelt. Im Ergebnis zeigte sich ein deutlicher dosisabhängiger Effekt mit 
Überlebensraten zwischen 77,3% (25µg/ml) und 0,4% (200µg/ml) nach 1,5h. Besonders bei 
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niedrigeren Konzentrationen zeigte sich darüber hinaus eine deutliche Abhängigkeit von der 
Einwirkzeit. So erhöhte sich der PDT-Effekt bei einer Einwirkzeit von 3h jeweils deutlich um 
den Faktor 1,8 (25µg/ml); 2,0 (50µg/ml) und 3,5 (100µg/ml). 
Wirkung der THPTS-PDT auf nicht-maligne Netzhautzellen im Vergleich zu Rb-Zellen 
Um die unterschiedliche zytotoxische Wirkung der THPTS-PDT auf gesunde Zellen der 
Netzhaut zu untersuchen, verglichen wurde der phototoxische Effekt auf Retinoblastomzellen 
(WERI Rb-1) und auf primäre menschliche Pigmentepithelzellen (hRPE) untersucht. Die 
Inkubationszeit betrug jeweils 1,5h; 3h und 6h mit THPTS-Konzentrationen von 50µg/ml und 
100µg/ml. Die hRPE-Zellen zeigten nach 1,5h eine 1,4fach (50µg/ml) bzw. 2,1fach 
(100µg/ml) erhöhte Überlebensrate im Vergleich zu den WERI Rb-1-Zellen. Nach 3h 
Einwirkzeit lagen die Überlebensraten der WERI Rb-1 bei 29,2% und 13,5% und die der 
hRPE-Zellen bei 83,7% und 42,4%. Der relative Unterschied erhöhte sich somit auf einen 
Faktor von 2,9 bzw. 3,1. Nach 6h gab es keine weitere signifikante Erhöhung des Effekts, 
sodass von einem maximalen Effekt unter diesen Bedingungen auszugehen ist. 
Verstoffwechselung von THPTS 
Es wurde als nächstes untersucht, ob THPTS bei ausbleibender Aktivierung wieder aus den 
Zellen ausgeschieden wird. Dazu wurden WERI Rb-1-Zellen für 0,5h; 1,5h; 3h; und 6h mit 
THPTS (200µg/ml) inkubiert. Danach wurde ein Teil der Proben (Zeitpunkt 1) mittels Laser 
aktiviert und der Restliche mit THPTS-freiem Medium für weitere 30h inkubiert um den 
Zellen die Möglichkeit zu geben den Wirkstoff wieder abzugeben. Anschließend wurden 
Teile der übrigen Proben (Zeitpunkt 2 = Zeitpunkt 1 + 30h) aktiviert und der Rest erneut mit 
frischem Medium für weitere 30h inkubiert. Danach wurden die restlichen Proben (Zeitpunkt 
3= Zeitpunkt 1 + 60h) aktiviert. Jeder Mediumwechsel hatte eine circa 500-fache Verdünnung 
des Wirkstoffs zur Folge, sodass nicht von einer Hemmung der Exkretion von THPTS aus den 
Zellen durch eine Akkumulation des Wirkstoffs im Medium auszugehen ist. 
Die Überlebensraten der Proben zum Zeitpunkt 1 lagen zwischen 0% und 4%. Zum Zeitpunkt 
2 wurden Überlebensraten von 68,2% (0,5h); 46,6% (1,5h); 49,4% (3h) und 43,4% (6h) 
gemessen. Zum Zeitpunkt 3 lagen die Überlebensraten schließlich bei 121,8% (0,5h), 68,7% 
(1,5h); 78,7% (3h) und 67,9% (6h). Die Überlebensraten spiegeln dabei die Menge an in den 
Zellen verbliebenem aktivem Wirkstoff wieder. Aus dem Ausmaß des Anstiegs der 
Überlebensraten lässt sich schlussfolgern, dass die Halbwertszeit von THPTS in den 
untersuchten Zellen bei ungefähr 30h zu erwarten ist. 
Genexpression 
Mittels quantitativer RT-PCR wurde der Effekt von THPTS-PDT auf die mRNA-Level 
verschiedener Gene untersucht. Dabei lag das Augenmerk vor allem auf Genen mit Bezug zu 
Apoptose (hATF3; hJUN; hHSP70B), zu stressinduziertem Wachstumsarrest (hp27)  
inklusive DNA-Schäden (hGADD45G; hGADD153) und zu weiterem Zellstress (hHSP105). 
Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Level von hATF3 (67-fach), hJUN (99-fach) und 
HSP70B (>900-fach)zum Teil deutlich erhöht waren und somit die Aktivierung apoptotischer 
Signalwege anzeigten. Darüber hinaus gaben die Erhöhungen (im Maximum 16- bis 21 fache 
Erhöhung) von hHSP105 sowie hGADD45G und hGADD153 deutliche Hinweise auf 
zellulären Stress bzw. massive DNA-Schäden und machten somit die durch THPTS-PDT 
induzierte Schädigung der Retinoblastomzellen deutlich. Der subzelluläre Schaden wurde 
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darüber hinaus auch durch die bis zu 4-fach erhöhten hp27-Level deutlich, welche auf einen 
stressinduzierten Wachstumsarrest und fortlaufende apoptotische Prozesse hinweisen. 
Immunzytochemie und Live-Videoaufnahmen 
Um frühe Effekte der THPTS-PDT auf die Zellmorphologie zu untersuchen, wurden Rb-
Zellen mit einer niedrigen THPTS-Dosis (25µg/ml) behandelt und nach erfolgter PDT mit 
verschiedenen Fuoreszenzsonden markiert. Um Veränderungen der Zellkerne darzustellen 
wurde DAPI verwendet und das Aktin-Zytoskelett wurde mit Hilfe von Phalloidin markiert. 
Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, konnte nach THPTS-PDT eine deutliche 
Fragmentierung und Chromatinkondensation der Zellkerne festgestellt werden. Darüber 
hinaus zeigte sich eine massive Zerstörung der Zellfortsätze und der Aktinfillamente. Vor 
allem die Veränderungen an den Zellkernen weisen auf apoptotische Prozesse hin. 
In Zeitrafferaufnahmen von WERI Rb-1-Zellen direkt im Anschluss an PDT mit THPTS 
(100µg/ml) konnte über 45 min hinweg die zahlreiche Ausprägung von Membranschäden in 
Form von Bläschenbildung (Membran-Blebbing) verfolgt werden, während diese für 
Apoptose charakteristischen Veränderungen in unbehandelten Zellen nicht zu beobachten 
waren. 
Subzelluläre Anreicherung von THPTS 
In Fluoreszenz-Aufnahmen von mit THPTS und MitoTracker Green (M7514) inkubierten 
Y79-Retinoblastomzellen wurden die beiden Stoffe hinsichtlich ihrer Kolokalisation 
untersucht. Die beiden Farbstoffe bilden dabei ein Förster-Resonanz-Energie-Transfer-System 
(FRET-System), wobei bei Aktivierung von M7514 bei 488nm dessen Fluoreszenz bei 516nm 
das THPTS anregt, wodurch es zu einem messbaren Signal oberhalb von 650nm kommt. Da 
dieser Effekt nur bei Abständen von weniger als 10nm zwischen den beiden Molekülen 
zustande kommt, weisen die erhalten Ergebnisse daraufhin, dass THPTS sich in den 
Mitochondrien der Y79-Zellen anreichert. Um diese Hypothese weiter zu stützen, wurden die 
Mitochondrien von Y79-Zellen in einem weiteren Schritt mit dem reduzierten 
Mitochondrienmarker M7511 markiert und dessen Fluoreszenz direkt vor und nach THPTS-
PDT untersucht. Da M7511 nur im oxidierten Zustand Fluoreszenz emittiert, deutet die 
gezeigte Fluoreszenz nach PDT darauf hin, dass es durch die THPTS-PDT zu direktem 
oxydativem Stress innerhalb der Mitochondrien kommt. Auch hier konnte bereits nach 5 min 
beginnendes Membran-Blebbing beobachtet werden. 
Diskussion 
Es konnte ein deutlicher antitumoraler Effekt von THPTS-PDT in zwei 
Retinoblastomzelllinien festgestellt werden. Die getestete THPTS-Konzentration von 
200µg/ml hatte per se keinen nachweisbar zytotoxischen Effekt, war aber nach Aktivierung 
mittels eines 760nm-Laserstrahls in der Lage eine vollständige Inaktivierung  der 
Tumorzellen zu induzieren. Die beobachteten Effekte waren sowohl von der Dosis, als auch 
von der Einwirkzeit direkt abhängig. Diese Voraussetzungen spielen eine große Rolle, um in 
Zukunft die Therapie im Balancespiel zwischen Zerstörung des Tumorgewebes und Erhalt des 
Normalgewebes zu optimieren. Es konnte darüber hinaus eine beachtliche Spezifität der 
Behandlung für Krebszellen nachgewiesen werden, sodass normale RPE-Zellen durch die 
THPTS-PDT deutlich weniger beeinträchtigt wurden. Diese Ergebnisse werden auch durch 
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die bereits beschriebene Selektivität des Wirkstoffs mit nachgewiesenem TNTR im Bereich 
von 8 bis 50 in unterschiedlichen Tumorgeweben gestützt. Es ist darüber hinaus anzunehmen, 
dass RPE-Zellen in vivo eher noch weniger anfällig sind, da diese in vitro proliferieren und 
somit einen deutlich gesteigerten Metabolismus aufweisen, was eine rasche Aufnahme des 
Wirkstoffs begünstigen dürfte. Der genaue Mechanismus für die hohe Tumorselektivität von 
THPTS ist bisher ungeklärt, als mögliche Ursachen kommen aber unter anderem das eher 
hyperpolarisierte Membranpotential der Tumorzellen, der gesteigerte Metabolismus, aber 
nicht zuletzt auch die deutliche Hyperpolarisation der Mitochondrien in Betracht, welche eine 
dortige Akkumulation des positiv geladenen THPTS begünstigen könnten. Letztere spielen 
eine Schlüsselrolle in der Induktion von Apoptose und werden häufig auch als die 
Achillesferse der Tumorzelle bezeichnet. Um dem Mechanismus des durch THPTS-PDT 
induzierten Zelltodes auf die Spur zu kommen, wurden die Expression einiger mit Apoptose 
und Zellstress assoziierter Gene analysiert. Beide untersuchten Zelllinien zeigten eine 
deutliche Aktivitätssteigerung dieser Gene und lassen in der Zusammenschau auf einen Fas-
abhängigen Apoptosemechanismus bei der Zellinaktivierung durch die THPTS-PDT 
schließen. Insbesondere die Induktion von HSP105 spricht für einen lokalisierten Schaden in 
den Mitochondrien der Tumorzellen. Auch die beobachtete Kernpyknotisierung und 
Karyorrhexis in Verbindung mit den strukturellen Veränderungen des Zytoskeletts und der 
Zellmembran (Membran-Blebbing) sind weitere Hinweise auf apoptotische Prozesse nach 
THPTS-PDT.  
Im Vergleich zur herkömmlichen Chemotherapie liegt ein wesentlicher Vorteil der 
photodynamischen Therapie in der weitestgehenden Schonung des Immunsystems. Es konnte 
sogar gezeigt werden, dass es durch die PDT zu einer Immunaktivierung kommt, welche unter 
anderem zu einer gesteigerten Aktivität von tumorspezifischen zytotoxischen T-Zellen führt. 
In diesem Zusammenhang wurde in Nagetieren durch PDT auch eine Tumorimmunisierung 
induziert. Da Photosensibilisatoren im Unterschied zu anderen Chemotherapeutika nicht per 
se toxisch sind, ist die Ausbildung von Resistenzmechanismen der Tumorzellen deutlich 
herab gesetzt. Obwohl diese Eigenschaften die PDT als sehr geeignet erscheinen lassen, gibt 
es doch zahlreiche technische Hürden, die es zu überwinden gilt und die dafür 
mitverantwortlich sind, dass sich die aktuell klinisch eingesetzten Wirkstoffe bisher nur auf 
wenige Anwendungsgebiete beschränken. In der Neuro-Ophthalmologie beschränkt sich der 
Einsatz der PDT bisher ausschließlich auf die Therapie der Neovaskularisation bei der 
Makuladegeneration. Eine Entwicklung von neuen PDT-Wirkstoffen könnte jedoch zu einer 
vielversprechenden Therapieoption in der Behandlung von Retinoblastomen führen. 
Da bei den meisten bisher klinisch erprobten Photosensibilisatoren sichtbares Licht zur 
Aktivierung des Wirkstoffs notwendig ist, beschränkt sich deren Therapietiefe auf maximal 
10 mm. THPTS hingegen wird im Bereich des infraroten Spektrums aktiviert und ermöglicht 
somit Therapietiefen von bis zu 25mm. Während andere Wirkstoffe darüber hinaus oft sehr 
schnell (innerhalb von Minuten), oder aber sehr langsam (Lichttoxizität in der Haut z.T. bis zu 
einigen Monaten) wieder ausgeschieden werden, hat THPTS darüber hinaus eine für die 
Anwendung günstige Pharmakokinetik. Die Wirksamkeit, sowie die Verträglichkeit der 
THPTS-PDT zur Behandlung von Retinoblastomen sollte in weiterführenden in-vivo-
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